






































































































brevinin‐2  subfamily  have much weaker  haemolytic  activity  than  the  peptides  in  the 
brevinin‐1 subfamily and the peptides were reported to possess other functions, playing 











































truncated analogue called  t‐Brevinin‐2GUb‐α  (tB2U‐α).  It had no positive charge  in  its 
sequence, but the hydrophobicity and hydrophobicity moment were much higher than 
those of the parent peptide. It is generally known that the cationic charge plays an indis‐















Brevinin‐2GUb  GVIIDTLKGAAKTVAAELLRKAHCKLTNSC  0.379  0.144  +3 
tB2U  GVIIDTLKGAAKTVAAELLRKAH‐NH2  0.346  0.288  +2 
tB2U‐α  GVIIDTLKGAAKTVAAELL‐NH2  0.501  0.339  0 
tB2U‐K  GVIIKTLKGAAKTVAAKLL‐NH2  0.471  0.347  +4 
7‐tB2U‐K1  GVIIKTL‐NH2  ‐  ‐  +1 
14‐tB2U‐K  GVIIKTLKGAAKTV‐NH2  0.422  0.506  +3 
tB2U‐6K  GVIIKKLKGAAKKVAAKLL‐NH2  0.339  0.410  +6 
1 The hydrophobicity and hydrophobic moment of 7‐tB2U‐K cannot be analysed by Heliquest due to the short length of 
the sequence. 








thesis  (SPPS)  and purified by  reverse‐phase high‐performance  liquid  chromatography 

































Peptide  20 mM NH4Ac    50% TFE in NH4Ac 
Name  Helix (%) Antiparallel (%)  Turn (%)  Helix (%)  Antiparallel (%)  Turn (%) 
Brevinin‐2GUb  62.9  0.0  6.5  73.2  0.0  4.9 
tB2U  58.7  0.0  6.4  72.7  0.0  4.6 
tB2U‐α  39.9  10.3  12.1  50.3  2.6  10.6 
tB2U‐K  50.3  0.0  1.1  89.6  0.0  0.0 
7‐tB2U‐K  25.9  23.0  0.0  51.0  8.2  0.0 
14‐tB2U‐K  15.9  23.8  10.9  31.0  18.8  9.1 
























Brevinin‐2GUb  tB2U  tB2U‐α  tB2U‐K  7‐tB2U‐K  14‐tB2U‐K  tB2U‐6K 
S. aureus  32/32  256/>512  >512  32/32  512/>512  256/>512  32/32 
E. coli  16/16  128/128  >512  8/8  >512  >512  2/2 
C. albicans  >512  >512  >512  64/64  >512  >512  256/256 
Methicillin‐resistant Staphylococcus au‐
reus (MRSA) 
>512  >512  >512  128/128  256/>512  >512  64/128 
K. pneumoniae  128/128  512/>512  >512  128/128  >512  >512  32/32 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)  128/512  >512  >512  32/32  >512  >512  16/16 
Enterococcus faecalis (E. faecalis)    >512  >512  >512  32/32  >512  >512  64/64 
Clinical strains               
MRSA (B042 V2E1 A)  >512  >512  >512  >512  >512  >512  256/256 
E. coli (ATCC BAA‐2340)  32/32  512  >512  16/16  >512  >512  8/8 
P. aeruginosa (B004 V2S2 B)  >512  >512  >512  >512  >512  >512  64/64 
K. pneumoniae (ATCC BAA‐1705)  512/512  >512  >512  128/128  >512  >512  128/128 
HC50 (μM)  2010  16,393  15,609  3056  11,008  10,834  6506 








Brevinin‐2GUb  has  relatively weak  haemolytic  activity  against horse  blood  cells. 





























Brevinin‐2GUb  tB2U  tB2U‐α  tB2U‐K  tB2U‐6K  7‐tB2U‐K  14‐tB2U‐K 
HaCaT  68.0  381.6  228.0  883.2  346.8  485.3  572.6 
1 The results were achieved from the nine replicates in three independent assays. 
   




























tB2U  tB2U‐α  tB2U‐K  tB2U‐6K  7‐tB2U‐K  14‐tB2U‐K 
S. aureus  256/>512  >512  >512  16/>512  64/>512  512/>512  >512 
E. coli  128/>512  >512  >512  16/>512  2/>512  >512  >512 
K. pneumoniae  >512  >512  >512  128/>512  32/>512  >512  >512 
P. aeruginosa  >512  >512  >512  128/>512  32/>512  >512  >512 
MRSA  256/>512  128/>512  >512  16/>512  32/>512  512/>512  >512 
E. faecalis  >512  256/>512  >512  32/>512  64/>512  >512  >512 
1 The results were achieved from the fifteen replicates in three independent tests. 
2.7. Time‐Killing Assay 
As  the MIC and MBC of  tB2U‐K and  tB2U‐6K against S. aureus were entirely  the 
same, to compare the antimicrobial efficiency of these two peptides, the time‐killing assay 
against S. aureus was carried out. The peptide concentrations of 0.5 × MIC (16 μM), 1 × 
MIC  (32  μM)  and  2  × MIC  (64  μM) were  adopted. The  time‐killing  curves  (Figure  6) 
demonstrated that at the concentration of 0.5 × MIC, tB2U‐K and tB2U‐6K could not inhibit 



















membrane  permeability  at  the  concentrations  of  16  and  8  μM,  respectively,  while 
Brevinin‐2GUb and tB2U‐6K were unable to permeate the membrane at the same concen‐
trations. 














































the major  threats  to  the development of modern medicine; AMPs are compounds  that 
have the potential to deal with this worldwide problem due to their advantages [25]. The 




low  toxic effects  [26]. Furthermore, Brevinin‐2GUb, which was extracted  from  the skin 
secretion of Hylarana guentheri, was reported to possess antimicrobial activity against sev‐













































Previous studies concluded the amphipathicity  is a critical factor  for  the peptides with 
antibacterial and antifungal activity by the large‐scale analysis on the large available AMP 
peptidome  [10]. Comparing  the MICs and MBCs of  these peptides,  the  increase of net 
charges can considerately improve the activity and efficiency to kill bacteria and can gen‐
erate  the  effect  to  combat  multidrug‐resistant  bacteria,  clinical  isolates,  and  fungi. 


































the membrane,  they have  the possibility of  interacting with  the mammalian cell mem‐
brane as well, which will bring cytotoxicity [36]. Therefore, the higher hydrophobicity and 
amphipathicity will result in a more powerful haemolysis activity [36]. A previous study 





6K  contain  powerful  selectivity  and  this  is  generated  by  the  increase  of  the  cationic 
charges, which makes  the  electrostatic  interaction  between  the peptides  and  bacterial 
membrane stronger, so that the peptide has more powerful affinity with the negatively‐















and  cytotoxicity  assay  results, Brevinin‐2GUb  is much harmful  to  the wax moth  than 
tB2U‐K and tB2U‐6K. A previous study demonstrated that the Indolicidin could signifi‐








biotic‐resistant bacteria and clinical  isolates, and  the  improved amphipathicity can en‐
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4.3. Peptide Identification 
The peptide  fragments were analysed using MALDI‐TOF MS on a  linear  time‐of‐
flight Voyager DE mass  spectrometer  in positive detection mode using  α‐cyano‐4‐hy‐






The  secondary  structures of  the peptides were predicted by Pep‐fold3  (https://bi‐
oserv.rpbs.univ‐paris‐diderot.fr/services/PEP‐FOLD3/,  accessed  on  16  July  2021),  and 
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𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 % 𝐴 𝐴 / 𝐴 𝐴 100%  (1)
A represents the absorbance of each well  in  the sample groups. 𝐴   represents the 
average absorbance of  the wells  in  the blank control group. 𝐴   represents  the average 
absorbance of the wells in the negative control group. 
The next day, 10 μL of every clear well was taken out to be cultured on a Mueller 
















𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 % 𝐴 𝐴 / 𝐴 𝐴 100%  (2)
A represents the absorbance of each well  in the sample groups.  𝐴   represents the 























𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 % 𝐴 𝐴 / 𝐴 𝐴 100%  (3)
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A represents the absorbance of each well  in  the sample groups. 𝐴   represents the 
average absorbance of  the wells  in  the blank control group. 𝐴   represents  the average 
absorbance of the wells in the negative control group. 
4.7. Anti‐Biofilm Assay   
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